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摘要 : 为 了 解 P450 RED TES KA Nilaparvata lugens 适应 水 稻 品 种 过 程 中 的 重要 作用 ， 利 用 反 转 录 聚 合 酶 链 式 反应 
(RT-PCR), ， 快 速 扩 增 cDNA 末端 (RACE) 和 长 距离 聚合 酶 链 式 反应 (LD-PCR ) ER, wE Ti KA 4 WEGE UR HU 
CYP4 家 族 的 一 个 P450 单 加 氧 酶 基因 ， 被 命名 为 CYPACEI 。 该 基因 的 全 长 cDNA 序列 (2 160 bp) 含 有 一 个 1 626 bp 
的 开放 阅读 框 (ORF) ， 编 码 541 个 氨基 酸 残 基 的 蛋白 质 。 通 过 GenBank 数据 库 中 的 blasts 搜索 引擎 进行 同 源 性 分 
析 ， 结 果 表 明 CYPACEI WBMES IE Carcinus maenas 的 CYPAC39 ( GenBank 登录 号 : JC8026 ) 的 相似 性 最 高 ， 
两 者 的 氨基 酸 序列 同 源 性 达 43% ; EHux 5X Blaberus discoidalis 的 CYP4C1(AAA27819) 及 黑 腹 果 晶 Drosophila 
melanogaster 的 CYP4C3(NP_524598 ) 的 相似 性 也 较 高 ， 氮 基 酸 序列 同 源 性 分 别 达 42% 。 氨 基 酸 序列 比 对 表明 该 重 s 
含有 CYP4 家 族 成 员 的 所 有 保守 特征 序列 ， 如 螺旋 K(E--R--P)， 氧 结合 结构 域 即 螺 旋 1(AG--T)， 血 红 素 结合 区 

( PF--G---C-G--F) 以 及 CYP4 成 员 的 特有 特征 序列 (EVDTFMFEGCHDTT ) 等 。 使 用 Northern 杂交 检测 CYPACEI eth 
的 表达 变化 ， 结 果 表 明 : 与 饲养 于 感 虫 水 稻 台 中 1 号 (Taichung Native 1，TN1) 上 的 符 虫 相 比 ， 在 取 食 中 度 抗 性 水 稻 
Minghui 63( MH63) 身 凋 12，24，48，72 h 的 各 时 间 段 的 褐飞虱 体内 ， 该 基因 有 2.1 倍 的 过 量 表达 且 表 达 水 平 保持 
稳定 。 进 一 步 通过 Northern 杂交 检测 该 基因 的 组 织 表 达 特 异性 ， 结 果 显 示 : 该 基因 在 取 食 TNI Bg BS 
中 表达 量 最 高 ， 在 肠 道 组 织 及 体 壁 中 的 表达 水 平 较 低 ; A KARA MH63 秧苗 24 h 后， 该 基因 在 体 壁 及 脂肪 体 中 
的 表达 量 略 有 上 升 ( 各 约 1.2 倍 )， 而 在 肠 道 组 织 中 的 表达 量 则 大 幅 升 高 ( 约 12 倍 )。 肠 道 整体 原 位 杂交 表明 ， 
CYPACEI 在 取 食 TN1 秧苗 的 耕 忠 的 肠 道 组 织 及 马 氏 管 中 均 有 本 底 水 平 的 表达 ; AERA MH63 秧苗 后 ,该 基因 在 
上 述 肠 道 各 区 段 表达 水 平 明 显 增强 。 绪 果 提 示 ， 在 褐 飞 乔 与 水 稳 互 作 过 程 中 CYPACEI 的 重要 功能 之 一 可 能 是 参与 
水 称 有 毒 次 生物 质 的 代谢 。 
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Molecular cloning and expression profiling of cytochrome P450 monooxygenase 


gene CYP4CEI in Nilaparvata lugens ( Homoptera: Delphacidae) 

YANG Zhi-Fan* , LIU Xiao-Li, ZHANG Yan-Yan (School of Life Sciences, Hubei University, Wuhan 
430062 , China) 

Abstract: To elucidate the function of P450 genes in Nilaparvata lugens, a novel P450 gene CYP4CE1 was 





cloned from the 4th instar nymphs of brown planthopper N. lugens by reverse transcription-polymerase chain 
reaction ( RT-PCR ), rapid amplification of cDNA ends ( RACE) and long-distance polymerase chain 
reaction ( LD-PCR). The full-length cDNA (2 160 bp) of CYP4CE1 has an open reading frame ( ORF) of 
1 626 nucleotides encoding a protein of 541 amino acids. BLAST similarity searches in GenBank databases 
with command blastx revealed the deduced protein is most similar to CYP4C39 ( GenBank accession no. : 
JC8026) of the common shore crab ( Carcinus maenas) with amino acid identity of 4396 , with the second 
highest-level identity (4296 ) to CYP4C1 ( AAA27819) of the tropical cockroach ( Blaberus discoidalis ) 
and CYPAC3 ( NP. 524598) of Drosophila melanogaster, respectively. Multiple alignment of amino acid 
sequences revealed that CYPACEI is a typical microsomal P450 sharing conserved structural and functional 
domains with other insect CYP4 members, such as helix K ( E--R--P), helix I ( AG--T), heme-binding 
domain ( PF--G---C-G--F) and CYP4 specific region ( EVDTFMFEGHDTT). Temporal expression analysis 
indicated CYPA4CE] was induced up to 2.1-fold and kept at a constant level in nymphs exposed to 
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moderately resistant rice Minghui 63 ( MH63 ) seedlings during the time course from 12, 24, 48 to 72 h, 


compared to the nymphs fed on the susceptible rice Taichung Native 1 ( TN1) seedlings. Further spatial 


gene expression analysis demonstrated that CYPA4CE! was expressed at a high level in fat body and at a low 


level in integument and gut tissue in nymphs fed on TN1 seedlings. However, after exposure of the nymphs 
to MH63 seedlings for 24 h, CYPA4CEI was slightly unregulated in integument and fat body ( about 1. 2- 
fold, respectively) , but dramatically activated up to 12-fold in gut tissue. Whole mount in situ hybridizaion 


revealed that CYPA4CE] was expressed at a basal level in gut tissue and Malpighian tubules in nymphs fed 


on TN1 seedlings. After exposure to MH63 seedlings, CYP4CE1 transcripts were significantly accumulated 


in whole gut tissue including Malpighian tubules. The results suggest a potential role for CYP4CEI in 


determining patterns of N. /lugens-rice relationships through toxic allelochemical detoxification. 


Key words: Nilaparvata lugens; detoxification enzyme; cytochrome P450 monooxygenase; gene cloning; 


expression profile; rice variety; insect resistance 


水 稻 是 最 重要 的 粮食 作物 之 一 ， 全 世界 约 有 一 
半 的 人 口 以 稻米 为 主食 。 褐 飞 恒 Nilaparvata lugens 
是 水 稻 的 主要 害虫 之 一 (Watanabe and Kitagawa, 
2000) 。 褐 飞 乱 的 迁 飞 习性 是 造成 监测 与 控制 福 飞 
乱 发 生 较 难 的 原因 。 人 们 注意 到 合适 的 化 学 防治 与 
提高 水 稻 本 身 的 抗 虫 能 力 相 结合 ， 能 一 定 程度 上 避 
人 免 褐 飞 虱 的 为 害 ， 成 为 防治 褐飞虱 的 重要 策略 之 一 
( 王 传 之 等 , 2008; 陈 峰 等 , 2008 ) 。 但 由 于 目前 培 
育 推广 的 水 稳 新 品种 所 市 的 抗 性 位 点 往往 较 单一 或 
太 少 或 太 弱 ， 大 面积 种 植 后 ， 在 品种 抗 性 胁迫 下 ， 
祝 飞 各 的 致 害 性 会 迅速 发 生变 化 ， 在 短期 内 (2 ~3 
年 ) 演 化 出 新 的 “生物 型 ”"”， 导 致 水稻 品 种 抗 性 丧 
K (Matteson, 2000) , AFIR ili Ww ZK f in RET 
FES “EWW” BST PLÉAUOH ERAH, 
但 此 过 程 中 代谢 酶 特别 是 三 大 解毒 酶 的 活性 变化 已 
引起 人 们 的 重视 和 研究 。 神 飞 乔 在 取 食 抗 虫 品种 
后 ， 羧 酸 酷 酶 活性 会 上 升 ( 吕 仲 贤 等 , 1997) 。 取 食 
抗 虫 水 稳 的 褐 飞 恒 体内 谷 胱 苷 肽 转移 酶 活力 也 会 明 
显 升 高 ( 周 亦 红 等 , 2003) 。 在 分 子 水 平 上 这 两 个 酶 
的 基因 被 证 实 受 水 稻 抗 性 诱导 ( Yang et al., 2005 ) 。 
我 们 对 褐飞虱 4 龄 若虫 的 两 个 P450 基因 CYPGAXI 
和 CYP6AYI 的 初步 研究 表明 ， 这 两 个 P450 基因 受 
水 稳 品 种 抗 性 诱导 ， 推 测 相 应 的 P450 的 合成 量 会 
增加 (Yang et al., 2007) 。 这 些 研究 结果 提示 了 三 
大 解毒 酶 系 在 褐飞虱 对 抗 水 称 品 种 抗 性 的 过 程 中 发 
挥 了 重要 作用 。 

P450 基因 的 克隆 与 表达 研究 是 揭示 P450 功能 
的 重要 基础 。 人 们 较 早 克隆 了 鳝 蕊 目 昆 虫 ( 包 括 东 
Ji H& P SS Papilio glaucus, d jr 5& Du VS Papilio 
polyxenes, MEKE Papilio canadensis 和 美洲 
PEES rh Helicoverpa zea 等 ) 的 CYP6B 亚 家 族 的 P450 
基因 ， 详 细 研 究 了 这 些 基 因 在 昆虫 取 食 窒 主 植物 后 


的 表达 变化 (Li et al., 2004) ; 通过 异 源 表 达 在 体外 
重建 了 若干 P450 单 加 氧 酶 体系 ， 对 相应 的 PASO 在 
体外 代谢 叶 喃 香 豆 素 类 (furanocoumarins ) 植物 有 毒 
化 合 物 的 生化 特性 进行 了 研究 (Li et al., 2007). EE 
虫 中 被 克隆 的 PASO 基因 还 包括 : d9 Com By 
CYP6AXI 和 CYP6AYI ( Yang et al., 2007) 、 埃 及 斑 
iy Aedes aegypti 的 CYP6ALI ( David et al., 2006) ~ 
沙漠 果 晶 Drosophila mettleri 的 CYP4D10 ( Danielson 
et al., 1998) , ERIR Manduca sexta 的 CYPAMI 
和 CYP4MS3 ( Snyder et al., 1995) 及 CYP9A 亚 家 族 的 
P450 基因 ( Stevens et al., 2000). Pg jh RIẸ D. 
mettleri 和 D. nigrospiracula 的 CYP28A XV. X ji B 
P450 基因 ( Danielson et al., 1997; Fogleman et al., 
1998) 以 及 美洲 棉铃 虫 H. zea 的 CYP321A1 ( Sasabe 
et al., 2004; Niu et al., 2008) 等 。 这 些 基因 都 被 证 
实 受 答 主 植物 的 诱导 ， 可 能 在 昆虫 与 植物 互 作 中 发 
挥 了 重要 作用 。 此 外 ， 人 们 还 从 各 种 昆虫 中 克隆 到 
多 条 与 抗 药 性 相关 、 激 素 及 脂肪 酸 代谢 相关 的 
P450 基因 ， 并 人 研究 了 它们 的 表达 谱 (Li et al, 
2007 ) 。 我 国 研究 人 员 从 家 蛋 Bombyx mori P yu fe 
了 P450 新 基因 包括 CYP6B29 和 CYP6AE2 等 ( 王 东 
等 , 2006; 艾 均 文 等 , 2007)， 从 棉铃 虫 H. armigera 
中 克隆 了 PASO 新 基因 CYPOAEI2 ( 岳 丽 娜 等 ， 
2007) ， 其 中 部 分 基因 的 表达 谱 得 到 了 研究 。 本 研 
究 拟 通过 克隆 祝 飞 虱 CYPA 家 族 的 P450 基因 ， 进 
而 人 研究 其 时 空 表达 特性 ， 特 别 是 对 水 稻 品 种 抗 性 的 
BEM, UTARA KA P450 基因 的 功能 ， 为 水 稳 抗 
性 育种 提供 一 定 的 理论 参考 。 


1 材料 和 方法 


1.1 水 稳 品 种 、 试 虫 饲 养 及 取样 
I KRA (EHDE D) 饲养 在 感 虫 水 稻 品 种 台中 1 
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号 [TN1， 对 福 飞 乱 的 抗 性 级 别 为 9 (Huang et al., 
1972) | THER Eo TNI 和 中 度 抗 虫 水 稻 品 种 MH63 
[ 抗 性 级 别 为 8 (Ren et aL, 2004) ] 的 发 芽 种 子 播 
种 于 塑料 杯 中 ， 每 杯 10 粒 ， 待 秧 凋 长 至 2 LG 
时 ， 将 刚 发 育 至 4 龄 的 福 飞 乱 春 虫 分 别 投放 于 两 种 
RAE, BENERE 10 头 虫 。 于 0，12 ，24， 
48, 72 h 后 ， 分 别 回 收 20 头 活体 若虫 ， 用 TRIzol 
Reagent 试剂 盒 ( Invitrogen, USA) 提取 总 RNA, 5 
分 离 取 食 TNI 和 MH63 fiti 24 h 的 20 3r HR HS) C 
整 肠 道 组 织 、 脂 肪 体 及 体 壁 ， 分 别提 取 总 RNA, 
用 不 同时 间 培 养 的 3 批 次 4 龄 右 虫 为 材料 ， 实 验 重 
复 3 次 。 

选取 取 食 MH63 和 TNI PH HIA KRA R H 
完整 肠 道 组 织 各 20 个 ， 先 在 MEMFA (0.1 mol/L 
MOPS, 2 mmol/L EDTA, 1 mmol/L MgSO,, 3.7% 
甲醛 ) 浴 液 里 固定 1 h, KKH 2596, 50%, 7596, 
10096 的 乙醇 溶液 脱水 ， 每 步 5 min， 保存 于 -20% 
备用 。 
1.2 CYP4 家 族 P450 基因 全 长 cDNA 序列 的 克隆 

使 用 SuperScript™ II Reverse Transcriptase 
(Invitrogen，USA) ， 及 oligo dT (15) 5 引物 将 取 食 
MH63 的 若虫 的 总 RNA 0.5 ug 反 转 录 成 cDNA。 根 
据 文 献 (Dauphin-Villemant e£ al., 1999) 合成 简 并 性 
引物 dCYP4-FAdCYP4-R( 所 有 引物 见 表 1), ， 用 于 
扩 增 CYP4 家 族 P450 基因 的 核心 片断 。 反 应 条 件 
Jj: 94C 5 min; 94C 30 s, 50% 30 s, 72?C 30 s, 
循环 35 $E; 72% 延伸 8 min, PCR 产物 在 0.8% 的 
珠 脂 糖 凝 胶 上 电泳 分 离 ， 将 预期 的 目的 DNA 条 带 
MA BERE PH F, 使 用 AxyPrep DNA Gel Extraction 
Kit( AxyPrep, USA) 回收 DNA。 将 回收 的 DNA 连 
接 到 pGEM-T Easy vector( Promega, USA) Eo I% 
产物 转化 大 肠 杆菌 DH5 (感受 态 细 胞 。 用 涂 有 IPTG 
和 X-gal 的 平板 对 重组 克隆 进行 蓝 日 斑 第 选 。 随 机 
挑选 20 个 白色 菌落 进行 重组 克隆 鉴定 ， 选 送 10 个 
阳性 重组 克隆 到 北京 奥 科 生物 技术 公司 测序 。 

使 用 GenBank 中 blastx 搜索 引擎 进行 同 源 性 分 
析 。 根 据 其 中 一 个 P450 基因 的 cDNA 的 碱 基 序 列 
设计 基因 特异 性 引物 (GSP-F/GSP-R)。 使 用 
SMART" RACE cDNA Amplification Kit ( Clontech, 
USA) 34 3 RI 5' cDNA 末端 ， 扩 增产 物 经 电泳 分 
离 后 ， 回 收 最 亮 的 DNA 条 带 ， 克 隆 并 测序 。 将 所 
iB 3 A 5" cDNA 序列 进行 拼接 获得 cDNA 全 长 。 
为 避免 所 扩 增 的 3 和 5 cDNA 末端 来 日 于 不 同 的 基 
， 根 据 cDNA 的 5' 和 3' 非 翻译 区 (UTR) 序 列 设计 


长 距离 PCR 引物 (ldprimer-F / ldprimer-R)， 用 以 

扩 增 长 片段 cDNA。 反 应 体系 同 扩 增 5'cDNA 末端 ， 

用 ldprimer-F 和 ldprimer-R 替换 GSP-R 和 通用 引物 

混合 物 (UPM ) 即 可 。 反 应 条 件 为 : 94C 5 min; 

94% 30 s, 58C 30 s, 72C 2 min， 循 环 35 轮 ; 

72C 延伸 8 min。 扩 增 的 DNA 条 市 经 克隆 后 测序 。 
R1 本 研究 中 所 用 的 引物 


Table 1 Primer pairs used in this study 


引物 Primers 序列 Sequence (5' - 3^) 
dCYP4-F GAYACNTTYATGTTYRARGGNCAYG 
dCYP4-R GCRAAYTTYTGNCCDATRCARTT 
GSP-F GCAACCCCAAGCACTTCCCTGAGCCT 
GSP-R AGGCTCAGGGAAGTGCTTGGGGTTGC 
Idprimer-F CTCCAACCTTCCCTACGCCTTCT 
Idprimer-R GGGGGGGAGTTGTAAAAGGATGG 
Actin-F ACGCCATCCTCCGTCTGGACTT 
Actin-R CAAAGTCCAGGGCAACGTAGCA 
1iCYPA-F CGACGCTGGCCAAGATCAAGT 
iCYPA-R TGCCATTTTGATCCTGTGCTGA 


R-A/G, Y=C/T, N2 A/G/C/T. 


用 DNAtools6 软件 进行 核 苷 酸 序列 的 翻译 ， 得 
到 相应 的 氨基 酸 序 列 。 使 用 NCBI(National Center 
for Biotechnology Information ) 了 网 页 ( http: // 
www. ncbi. nlm. nih. gov/) 中 的 BLAST 搜索 引擎 
blastx 进行 重 日 质 序 列 相似 性 及 氨基 酸 同 源 性 查 
找 。 用 在 线 工 具 ExPASy Compute pL/Mw tool(http: // 
us. expasy. org/tools/ pi. tool. html ) 预测 蛋白质 的 等 电 点 
和 和 分子量 ; Hj TMHMM Server v. 1.0 ( http: // 
www. cbs. dtu. dk/services/? TMHMM/ ) 预测 和 蛋白质 的 
TF UR ghi. HX fF Clusal X v. 1.8 
( Thompson et al., 1997) i7 F] W E H EY 91] E] EG 
对 分 析 ; 在 序列 比 对 中 所 引用 的 CYPA 家 族 的 3 个 
P450 Æ.: JA Hy E INg ( tropical cockroach, Blaberus 
discoidalis ) 的 CYPACI ( AAA27819), j= fE ( common 
shore crab, Carcinus maenas ) 的 CYP4C39 ( JC8026 ) 
MERR Drosophila melanogaster 的 CYP4C3(NP_ 
524598), 
1.3 P450 基因 表达 随时 间 变 化 的 检测 

将 取 食 MH63 和 TNI 秧苗 的 不 同时 间 段 的 20 
JB CGU B IU B. RNA(15 pg) TE 1. 5% (w/v) fü 
FREAR CEKIT, TURIBRHHRETIEGR 
(NCO) RRE, Ua- [^P] dCTP 标记 的 全 长 cDNA Fr 
EXUREE. HITIT. RRA 65C 16 h; 
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洗 膜 条 件 : 用 含有 0.2% (w/v)SDS 的 1 x 标准 森 榜 
Mih hý% (standard saline citrate buffer, SSC), F 
65C% 15 min, AMEA 0. 1% (w/v) SDS 的 0.5 x 
SSC, F 65C 15 min; 将 洗 好 的 膜 与 X 26H 3 
于 增 感 屏 中 ， 置 于 -20C 上 曝光 7 d。 使 用 引物 Actin- 
F/Actin-R 扩 增 B-actin 的 cDNA ( AM931964), H I% 
条 件 为 : 95C 3 min; 95% 30 s, 54C 30 s, 727€ 1 
min 循环 35 轮 ; 720 延伸 8 min。 扩 增产 物 (153 bp) 
通过 0. 8% 珠 脂 糖 凝 胶 电 泳 进行 检测 ， 回 收 殉 隆 并 经 
测序 予以 确认 。 该 cDNA 片段 标记 后 在 杂交 中 作为 
内 参 ， 以 确定 电泳 时 所 用 总 RNA 的 量 。 曝 光 后 的 X 
光 片 经 显影 定 影 后 ， 用 Typhoon 9400 Scanner 
( Amersham Biosciences, USA) 扫描 杂交 信号 。 实 验 
重复 3 次 ， 所 用 的 总 RNA 分 别 来 源 于 3 批 次 的 4 龄 
在 虫 。 使 用 扫描 仪 附 读 的 软件 对 杂交 信和 号 进行 量化 。 
先 对 各 泳 着 的 actin 杂交 信和 号 进行 均一 化 ， 再 计算 取 
f MH63 的 褐飞虱 的 CYPACEI 与 相应 时 间 段 取 食 
TN 的 褐飞虱 的 CYPACEI 表达 量 的 比值 ， 最 后 求 出 3 
次 Northern 杂交 中 该 比值 的 平均 值 及 其 标准 差 ， 代 
表 受 抗 性 水 稳 诱导 后 CYPACEI 在 各 时 间 段 表达 水 平 
升 高 的 倍数 。 
1.4 P450 基因 在 肠 道 组 织 、 脂 肪 体 及 体 壁 中 的 表 
达 检 ; 
为 检测 P450 基因 的 组 织 表 达 特 异性 ， 将 取 食 
TN1 和 MH63 秧苗 的 20 头 福 尺 乱 看 虫 的 肠 赴 组 织 、 
站 肪 体 及 体 壁 的 总 RNA(5 hg) 经 电泳 分 开 ， 转 移 
至 NC 膜 上 ,与 标记 的 P450 的 全 长 cDNA 探 针 进 
行 分 子 杂 交 。 用 B-actin 作 内 参 。 实 验 重 复 3 K, 
所 用 的 总 RNA 分 别 来 源 于 3 批 次 的 4 RAR, AR 
交 信 号 的 量化 方法 如 前 所 述 。 最 后 求 出 3 次 
Northern 杂交 中 ， 取 食 MH63 AARI ERAR K 
竹 定 组 织 中 CYPACEI 表达 量 与 取 食 TN 秧苗 的 宰 
KAA RHR H CYPACEI 表达 量 比值 的 平 
均值 及 其 标准 差 .代表 受 抗 性 水 稳 诱导 后 
CYP4CE1 在 该 组 织 中 表达 水 平 升 高 的 倍数 。 
1.5 P450 基因 在 肠 道 组 织 的 原 位 杂交 定位 
以 取 食 MH63 Bii KAA R BR 2H ZR es. 
cDNA 为 模板 ,使 用 基因 特异 性 引物 (iCYP4-F/ 
iCYP4-R ) 扩 增 P450 基因 的 3'UTR。 扩 增 条 件 为 : 
95%C 3 min; 95%C 30 s, 58% 30 s, 72C 1 min fà 
环 35 $5, 72'C 延伸 8 min。 扩 增产 物 经 克隆 后 测 
序 。 挑 选 DNA 片段 以 正 问 及 反问 连接 于 T7 启动 子 
之 后 的 重组 质粒 各 一 个 ， 用 限制 性 内 切 核 酸 酶 Pst 
| ( Promega, USA) 完全 线性 化 后 作 模 板 ， 以 


zi 


digoxigenin-labeled dNTP mix ( Roche, Germany) 为 
底 物 ， 使 用 T7 RNA polymerase (TaKaRa, "B Bs X 
连 ) 合 成 正义 及 反 义 链 RNA 探 针 。 

M -20C 取出 保存 的 两 种 肠 道 组 织 各 20 个 ， 
分 别 用 95% ，85% ，70% ，50% ，25% 的 乙醇 进 
行 复 水 ， 每 种 浓度 的 乙醇 中 保持 5 min。 用 PBST 
缓冲 液 (NaCl 137 mmol/L, KCl 2.7 mmol/L, 
Na, HPO, 4. 3 mmol/L, KH,PO, 1. 4 mmol/L, 0. 196 
(v/v) Tween, pH 7. 4) Yt 4 次 ,每 次 5 min; 用 
10 mg/mL 的 proteinase K 于 室温 人 处理] min, PBST 
洗涤 两 次 ， 每 次 5 min。 加 适当 体积 (以 淹没 肠 道 
组 织 为 准 ) 杂交 缓冲 液 于 60Y 进行 预 杂交 3 h, ZR 
交 液 成 分 为 : 50% 甲 酰胺 ,5 x SSC, 5 mg/mL 
Troula yeast RNA Type Vli(Sigma, USA), 100 mg/mL 
heparin, 1 x Denhardt' s, 0. 1% ( v/v) Tween, 0.1% 
(v/v) CHAPS 和 10 mmol/L EDTA。 将 两 种 肠 道 组 织 
各 分 为 两 组 ， 共 4 组。 将 正义 及 反 义 链 RNA 探 针 
分 别 加 入 杂交 液 ，60Y% 温 育 10 min， 以 消除 探 针 
RNA 的 二 级 结构 ， 总 探 针 浓度 不 应 超过 1 ng/ uL; 
用 预 热 过 的 含有 探 针 的 杂交 液 代 蔡 预 杂交 液 ， 使 肠 
道 组 织 与 探 针 于 607C Ze 18 h。 通 常 5 ~ 10 个 肠 
道 组 织 使 用 400 pL 林 交 液 。 随 后 分 别 用 2 x SSC 
410.2 x SSC 于 60% 各 洗涤 30 min， 接 着 用 马 来 
酸 缓 冲 液 ( 0.1 mol/L HÆR, 0.15 mol/L NaCl, 
0.196 Tween pH 7. 5) 于 室温 洗涤 min。 样 品 用 
2% (w/v) 的 抗体 封闭 液 [含有 5% (w/v) BSA | 
( Boehringer Mannheim, Germany) 于 室温 封闭 2 h。 
换 成 含 1:2 000 烯 释 的 地 高 辛 抗体 偶 联 的 碱 性 盔 酸 
酶 (Roche ，Germany ) 的 封闭 液 于 4% 保温 16 h; 用 
PBST 洗涤 6 次 ,每 次 10 min; 用 BCIP/NBT 
(Sigma，USA) 显 色 试 剂 避 光 进行 显 色 反应 5 min, 
用 PBST 党 洗 肠 道 组 织 2 次 ,每 次 min, 终止 反 
应 。 每 组 样品 选择 5 个 完整 的 肠 道 组 织 ， 使 用 
SZX10 型 体 视 显微镜 (OLYMPUS Japan) 进行 观察 
及 图 片 招 摄 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 P450 cDNA 片段 的 扩 增 及 序列 分 析 
使 用 简 并 RT-PCR 扩 增 的 褐飞虱 奉 虫 CYP4 家 
族 P450 基因 的 cDNA 片段 约 450 bp( 图 1: A)。 经 
克隆 测序 及 在 GenBank 中 进行 同 源 性 查找 ， 结 有 果 
发 现 有 代表 3 个 P450 SEDI BS AS [8] 95 BE ( DNA. JF 
JJ), 这 3 个 元 隆 的 名 称 及 GenBank 登录 号 分 别 
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Jg: CPY42, AMO931961; CPY4-6, AMO931962; 
CPY4-8 ，AM931963。 根 据 克 隆 CPY4-8 的 碱 基 序 
列 设计 基因 特异 性 引物 GSP-F/GSP-R, Hit RACE 
扩 增 出 3' 和 5’cDNA 末端 ， 扩 增产 物 的 电泳 结果 见 
图 1(B)， 其 中 5'cDNA 末端 长 度 约 为 1.85 kb, 3' 
A Mi P B M2 
bp 
4000 - 


3 000 


2 000 





cDNA 末端 长 度 约 为 0.5 kb。 将 目标 DNA 条 带 回 
收 后 ， 进 行 元 隆 测序 。 拼 接 5' 和 3'cDNA 序列 获得 
全 长 cDNA。 根 据 cDNA 853 3' 41 5'UTR 序列 设计 
LD-PCR 引物 ， 扩 增 出 的 全 长 cDNA 约 为 2.0 kb 
(图 1: C) 。 将 凝 胶 中 的 DNA 条 市 回收 后 测序 。 


M2 3! C M2 LD 





图 1 AJH RT-PCR(A), RACE(B) ZI LD-PCR( C) wI KRAE CYP4 家 族 P450 基因 
Fig. 1 Amplificaiton of a CYP4 family gene from Nilaparvata lugens nymphs with RT-PCR( A), RACE(B) and LD-PCR( C) 
P, LD: 扩 增 产物 The amplified products; 5';: S'RACE 扩 增 产物 The amplified product in 5' RACE; 3'; 3'RACE 扩 增 产物 The amplified product 
in 3'" RACE; MI, M2; DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight standards， 箭 头 指 示 目 标 DNA 条 带 ; 扩 增 产物 均 在 0.8% B SIE SERE: n Fa dk 
分 离 。The arrowheads indicate the target DNA bands in each amplification reaction. Electrophoresis was performed on a 0. 8% agarose gel. 


该 P450 基因 的 cDNA 全 长 为 2 160 bp, 含有 
一 个 编码 541 个 氨基 酸 残 基 的 开放 阅读 框 (图 2)。 
在 cDNA 序列 的 3' 端 有 31 个 脱氧 腺 苷 酸 组 成 的 
polyA 尾巴 ，3'UTR 长 度 为 1600 bp, 5'xgg UTR KJE 
为 374 bp。 由 LD-PCR 扩 增 的 cDNA 乒 段 的 长 度 为 
2 048 bp， 经 测序 后 证 实 该 序列 与 3 和 5'cDNA R 
端 拼接 的 全 长 序列 的 内 部 序列 完全 一 致 ， 表 明 所 扩 
增 的 3 和 5' cDNA 末端 来 目 同一 个 基因 。 根 据 该 
cDNA 预测 的 P450 由 P450 国际 命名 委员 会 (D. R. 
Nelson and D. W. Nebert) 命 名 为 CYP4CE1。 该 
cDNA 全 长 序列 已 被 登录 到 EMBL 数据 库 ( GenBank 
登录 号 : FN356974), 

CYP4CE1 的 N 端 存 在 跨 膜 螺旋 结构 域 ， 长度 
为 60 aa( 图 2), ， 其 功能 是 将 P450 锁定 于 微粒 体 腊 
或 线粒体 膜 上 ， 结 果 使 得 CYPACEI 的 1~37 位 的 
氨基 酸 序列 定位 于 膜 内 ，38 ~ 60 区 段 为 跨 膜 区 ， 
TERRITI, M 61 ~541 部 分 则 定位 于 膜 
外 。 这 一 定位 特点 与 P450 降解 和 代谢 底 物 的 功能 
是 密切 相关 的 。 用 ExPASy Compute pL/Mw tool Tii 


测 CYP4CE1 的 理论 等 电 点 和 分 子 量 分 别 为 6. 05 和 
62 731. 51 Da, 

使 用 blastx 搜索 引擎 在 GenBank 中 进行 序列 
同 源 性 查找 ,结果 表明 CYPACEI 5 E E By 
CYP4C39(JC8026 ) 相似 性 最 高 ， 两 者 的 氨基 酸 同 
源 性 达 43%; Wb B 5j XA c 5i Hp Hy CYPACI 
(AAA27819 ) AX HÀ gj R hẹ D. melanogaster 的 
CYP4C3 ( NP. 524598) 的 相似 性 也 较 高 ， 同 源 性 分 
别 达 42% 。 进 一 步 通过 同 源 序列 比 对 ， 确 定 了 
CYP4CE1 的 重要 的 保守 结构 域 及 氨基 酸 残 基 ( 图 
3), CYPACEI 含有 CYP4 家 族 成 员 的 所 有 保守 的 
特征 序列 ， 如 氧 结合 区 (the helix I，AC--T) 、 螺 
DEK [X (the helix K, E--R--P) ， 血 红 素 结合 区 (the 
heme-binding motif, PF--G---C-G--F) 以 及 CYP4 家 
族 成 员 的 特有 特征 序列 (EVDTFMFECHDTT) jit 
外 有 95 个 氨基 酸 残 基 在 4 个 P450 中 完全 保守 ， 
主要 分 别 在 各 个 保守 的 结构 域 ( 图 3)。 因 此 
CYPACEI 代表 了 CYP4 家 族 中 CYP4CE 亚 家 族 的 
一 个 新 成 员 。 
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3 TTT CTA ACT CCT ATA TCT TCT ACC ACA TTT TCT CGT ATA TTT CCT 

93 CCT ACG CCT TCT ATA TCT CCC TCG CTT CCT GTA TCT ACT ACA TAA 

183 TAC TAC TTC TAC ATC TTC TAG CCT ATG TAT TCT AAA TCT TCT AGC 

273 TTC TAC TTC TAG ACT CCA TCT TCT ACA TCT TGT AGC CTA ACG TCG 

363 GCC GCC GGC GCC ATG TTT GTG TTT GTT ACA GAG CCG CAA ACC ATC 
“M F V F V T E P Q T I 

453 GAC GAC AAA TGT TTT GTG CGC TTC GTG ACT AAG ATG CTG CTG GAG 
D D K C F V R F V T KM L L E 

543 TTT CAT GAA TGG CCG TCG CTG CGC ACG ATG CGC GTC ATG AAG CGG 
F] H E W P S L R T M R V M K R 

633 CTG GCC AAG ATC AAG TTT GAA GAT TTG CTG GTT TTT TTC GGC CAG 
L A K I K F E D L L V F F G6 Q 

723 ATT CCA ATA GTT GTT CTA ACA GAG CCG GAA GAC GTT GAA GTA TTA 
I P I V V L T E P E D V E Y L 

813 TTC CTA GAC TGG CTG AAT GAG GGT CTA CTT GTC AGC ACA GGA TCA 
F L D W L N E 6 L L V S T G S 

903 AAA ATT CTG GAG CAC TGC ATT CCA ATA TTC AAC ACA AAC GGA GCA 
K I L E H C I P I F N T N G A 

993 ATT GAG CCT TTC ATT TCA AAG TGT ACA CTG GAT ATA ATT TGT GAG 
I E P F I S K € T L D I I € E 

1083 CAG TAT GTG AGA GCT ACA AAA AAG ATG AAC AAT TTG ATA ATT GAA 
Q Y V R A T K K M N N L I I E 

1173 TCA CCC ACC GGC AGG GAG CAG AAA AAA ATT GTG GAT ATC CTT CAT 
S P T G R E Q K K I Y D I LHE 

1263 AAA AGC AGT AAA GAG GAC CTG GAA GAC GAT GAA TAT GGA AGA CAC 
K S S K E D L E D D E Y G R H 

1353 GAC TCT GAA TCT CTA ACG TTG ACT GAT ATA AGA GAA GAA GTC GAC 
D S E S L T L T D I R E E V D 

1443 GCT ACC ATA TTC ATG ATT GGT CAC CAT CCT GAA GTA CAG GAA AGG 
A T I F M I G H H P E V Q E R 

1533 ATA ACA ATG GAC GAC CTG CAC TAT CTC ACT TAC TTG GAG AGA GTC 
I T M D D L H Y L T Y L E R V 

1623 AGG CGA CTG CAG ACT GAT CTA CAG TTG AAC AGT TCT CAA CAC ATG 
R R L Q T D L Q L N S S Q H WM 

1713 CGC AAC CCC AAG CAC TTC CCT GAG CCT GAC CTT TTC AAC CCC GAC 
R N P K H F P E P D L F N P D 

1803 ATC CCC TTC AGT GGC GGG CCT CGC AAC TGC ATA GGC CAG AAG TTC 
I P F S 6 6 P RNC I 6 Q kK F 

1893 GTG CGC ATG GAA TCG ATA ACC AAG ATG GAG GCC ATT AAG TTG ATA 
Y R M E S I T K M E À I K L I 

1983 TCG CCT AGA ACC AAA TAG ACT ATT CCA TTC ATC ATT TTT ATA GTG 

S P R T K * 
2073 TAT CCT TGT CTG TCA TCA GTC AAT AAA GAT AGC TCC ATC CTT TTA 


ACG CCT CTT ACA TCT TCT ACA TET CCA ACA TTC TCT CCA ACC TTC 
TTA GAA CGT CCT CTA CAT CTT CTA CTT CTT CTA GCC TAC ATC TTG 
CTA CGT CTC CCA CAT CTC TAA CGT CCT CTT TAC GTT CCC CAA GTC 
TCT ACA TCT TCA ACA TCC CCC ACG TTC CCT AAA AGA CTT GTA CAA 
GTG CTA CCG GCG AGT ATC GTA AGC GAG CCG GCG TCA GCG GCG GAG 
Y L P A 5 I V S E P A 5 A A E 
CTG TTG GGT GTC TGT CTG CTG CTG CTG ATT GTG CTG ATT GTG CAC 
L L 6 V C L L L L I V L I V H 
CTT CCC GGG CCG CCT GAG GCG TTC TTC TTC GGC CAC TCG CCG ACG 
L P G P P E À F F F 6G H S P T 
CTA ATA CGG GAG TAT CCA CCT GTT TTC AAA ATA TGG ACA CTT GGC 
L I R E Y P P V F K I W T L 6 
CTG AGC AGT GTT CAG TAC ATA AAA AAA GGA ATC GAC TAC GAT GCG 
L S S V Q Y I K K 6 I D Y D &À 
AAA TGG CAG TAC AGA CGA AAA CTA CTG ACG CCA GCA TTC CAT TIC 
K Wa Y R R K L L T P A FP H F 
CTG CTT TGC AAT GAA CTG CTC GAA ACA AAA AAC GAA GAG ATC GAA 
L L C N E L L E T K N E E I E 
GCA GCT ATG GGC TGC TCA TTG AGA AAT TTG CCA GAC AAA GGA GAA 
A A M G C 5 L R N L P D K G E 
AGG ATT CTG ACT CCT TGG CTG GCC AAA GAC TGG CTG TTT CAT TTA 
R I L T P W L À KD WW L FP H L 
TCA TTC ACA CAG ATG ATA ATT GAA GAG AGG AAA ACG CAG TGG AGA 
s FEF T Q M I I E E R K T Q W RÈ 
AGA CCC AAG ACA TTC CTG GAC TGT CTG ATA GAA CTC AGT GAA AAG 
R P KT F L D C L I E L $5 EK 
ACT TTT ATG TTT GAG GGC CAT GAC ACC ACT TCA GCA GCA ATA ACT 
T F M F E G H D T T 5 À A I T 
ATÀ CAC GAA GAG CTT GAT GAC GTC TTT GGC GGC TCG GAG AGA GAG 
1 H E E L D D V FEF G G 5 E R E 
ATC AAA GAG TCA CTT CGT CTA TTT CCC AGT GTA CCC ATG ATG ACT 
I K E S L R L E P 5 V P M M T 
GTG CCG TCG ACG GCT AAC GTG ATT GTT TTC TCC TAC TGG CTG CAC 
V P 5 T A N V I V F 5 Y ¥ L H 
CGC TTC CTG CCC GAT GAA GTC CCC AGG CGA CAC CCC TTT GCC TAC 
R F L P D E V P R R H P F A Y 
GCC ATG ATG GAG ATG AAA ATC GTG CTA GCA ACG GTG ATG CGG AAA 
A M M E M K I V L A T V M R K 
CCA GCT GTC ATT TTG CGA CCG CAA AAA CCA TTC AAG ATC AAA GTG 
P À V I L R P Q KP FEK I K V 
AAA CTC TCG TTA TCT CGT TIT AAA GTC ATA CAA ACC TTG GTT TGC 


CAA CTC CCC CCC AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA À 


图 2  CYP4CEI 基因 的 全 长 cDNA 序列 和 所 编码 的 氨基 酸 序 列 
Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of CYP4CE] cDNA 
方 框 中 显示 预测 蛋白 质 N 端的 穿 膜 结构 域 ，3'UTR 中 的 腺 背 酸 加 尾 信号 (AATAAA ) 以 下 划 虚 线 标示 ;基因 特异 性 引物 ( CSP) 在 核 普 酸 序列 
中 以 双 下 划 线 标示 ; 长 距离 PCR 引物 (ldprimers) 以 下 划 线 标示 。The transmembrane region in the N-terminal of the predicted protein is boxed; 
putative polyadenylation signals ( AATAAA) in 3'UTR are marked with a discrete underline; the GSP in the nucleotide sequence is marked with a double 


underline; the ldprimers are marked with underlines. 


2.3 取 食 不 同 水 稻 的 褐飞虱 P450 基因 随时 间 的 
mRNA 水 平 的 比较 

通过 Northern 印迹 杂交 检测 了 CYPA4CEI 随时 
间 的 表达 变化 。 结 有 果 表 明 : 在 所 检测 的 5 个 时 间 自 
内 ，CYP4CE1 在 取 食 感 虫 水 稻 TNI 秧苗 的 褐 飞 乔 
奉 虫 体内 的 表达 水 平 相 对 较 低 ， 且 表达 水 平 相 对 稳 
Eo ER KARAHA MH63 后 ， 目 12 h 起 
的 各 时 间 段 内 ， 表 达 明 显 增 强 ， 且 表达 水 平 保持 相 
对 稳定 。 一 次 代表 性 的 杂交 结 采 见 图 4(A)。 根 据 
杂交 信号 的 强 弱 及 斑点 面积 ， 对 杂交 结 采 进行 量 


化 ， 则 该 基因 目 12 h 起 的 各 时 间 段 均 有 2.1 倍 的 
过 量 表 达 ， 并 且 3 次 重复 杂交 结果 一 致 (图 A. 
B). 
2.4 CYP4CEI 基因 组 织 表 达 特 异性 分 析 

通过 Northern 杂交 检测 了 褐飞虱 硅 虫 取 食 TNI 
和 MH63 秧苗 24 h Jj, CYPACEI 在 肠 道 组 织 、 脂 
肪 体 及 体 壁 组 织 中 的 表达 量 。 结 采 表 明 ， 在 取 食 
TN1 秧苗 的 奉 虫 体内 ， 该 基因 在 脂肪 体 中 表达 量 较 
高 ， 而 在 体 壁 及 肠 道 组 织 中 表达 量 较 低 ; KARA 
fr MH63 秧苗 后 ， 该 基因 在 体 辟 及 脂肪 体 中 表达 水 
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平 略微 上升 ， 而 在 肠 道 组 织 中 的 表达 水 平 则 大 幅 上 
升 。 一 次 代表 性 杂交 结果 见 图 5 (A) 。 对 杂交 信和 号 
进行 量化 ， 则 该 基因 在 体 辟 及 脂肪 体 中 表达 量 分 别 
升 高 约 1.2 倍 ， 在 肠 道 组 织 中 的 表达 量 则 升 高 12 
音 ， 且 3 次 重复 杂交 结果 一 致 (图 $: B). 

2.5  CYP4CEI 在 肠 道 组 织 的 表达 定位 

2.5.1 探 针 的 制备 ， 由 于 P450 在 生物 体内 以 超 家 
族 、 家 族 及 亚 家 族 的 形式 存在 ， 同 一 家 族 中 的 不 同 


成 员 的 核 车 酸 序列 特别 是 编码 区 ， 及 氨基 酸 序 列 均 
存在 一 定 的 同 源 性 ， 为 避免 杂交 过 程 中 由 于 探 针 
“脱衣 ”而 出 现 假 阳 性 的 杂交 信号 ， 选 择 基 因 的 3 
UTR ( 此 区 在 不 同 基 因 之 间 差 异性 最 大 ) 作 为 杂交 
定位 的 对 象 。 对 扩 增 的 代表 3'UTR 的 cDNA 进行 
隆 测 序 ， 确 定 cDNA 片段 以 正 、 反 向 连接 于 T 局 
动 子 之 后 的 重组 质粒 ， 并 对 其 进行 线性 化 (图 6: 
A) 。 绪 果 显 示 ， 在 电泳 中 未 线性 化 的 对 照 质粒 DNA 


CYPACE1 MFVFVTEPQTIVLPASIVSEPASAAEDDKCF VREYTRMLLELLGVCLLLL IVLIVHFHEWPSLRTMR VMKRLP GPPEAP FFGHSP TLAKI 
CYPACI ——— ——— ————— ————— —— —-MEFITILLSTALFTIVTELFLFRQGA- ——-KRARFVYLVNRLPGPTAYP VVGN-A TFATV 
CYPAC3 -——-——--MSSKV ITSLMAESILLSKVGQVISGYSPITVELLG-SILIELVVYNK -— —-RRSRLVR YTERIP GPAAMPFLGN-A TEMNV 
CYP4 C39 M M e —-MALLLGREF VWWSSVA SYSLGT ACLALL LTWFI- ———-RRQOTVWLIERLP GPRSLP ILGN-A LDVNV 
: * DoD. 1 PPI THOE .站 
CYPACEI KFEDLLVFFGQLIREYPP— -VERIWTLGIPIVVLTEPEDVEVLLSSVQYIRKGIDYDAFLDWLNEGLLVSTGSKWQYRRKLLTPAFHPKR 
CYPACI PRNKLEQVPDRRAKLYGP—— -LYRIVAGPTAQVGLTRPEHVELILRDTRHIDKSLVYSFIRPWLGEGLLTGTGA KWHSHR KMI TPT FHEK 
CYPAC3 DHDELENRVIGMQR LWGTRI GINRVWQGTAPRVLLFEPETVEP ILNSQK FVNRSHDYDYLHPWLGEGL LTSTDRKWHSRRR ILTPAFHEKR 
CYPAC39 APRELELK IMEFCE YGNT— ——VKIWLGMYPYCLVSE AKSAEV LLSSNE HLDRSRDYNFLHPWLGTGL LTSTGK KWHSRRKILTPAFHEK 
S*EDO 0, . ， DLE . D.1 5 DE. LLERO R Ck, ak, OB, ok] Hoki iek; deok 
CYPACEL ILEHCIP IFNTNGALLCNE LLETKN -EETEI EPFISKCTLDIICEAAMGCSLRNLP DKGEQYVRATE KMNNLI TERILTPWLAKDWLFHL 
CYPACI ILDIFVDVFVERSEILVKK LOSEKVGGRDFDI YPFITHCALDIICETAMGI QMNAQE ESESEYVKAVYEISELTMQRSVRPWLHPR VIFDL 
CYPAC3 ILDDFIDVPNEQS AVLARK LAVEVGSEAFNLFPYVTLCTLDIVCETAMGR RIYAQS NSESEYVKAVY GIGSIV QSRQAK IWLOSDFIFSL 
CYP4 C39 ILEDFVEVPENSQS NEMLDE LTPRADGRAFDI FPYITLCTLDIICETAMGI NINAQGNSNSEYVNAVY RIGALV QHRQTRPWIGPDFLFRL 
Jeki 1 DE 0:1; 1: oIX* 201 LII GEDII GlGEdoklIGok doOk — Do. Dk kl. 1 zd o 0.0 took 
CYPA specific 
Helix 
CYPACEI SPTGREQKKIVDILHSFTQM IIEERK TQWRKS——-SK EDLED- ——-DE YGRHRP KTFLDC LIELSEK DSESLT LTDIRE EVDTFMFEGH 
CYPACI T TMGKRYAECLRILHGPTNK VIQERK SLRQMTGMKPT TSNEED -——-ELLGRKKRLAFLDLLLEASE- NGTKMS DTDIRERVDTFMFEGH 
CYP4AC3 TAEYKLHQSYINTLHGPFSNMVIRERK AELA TLQENNNNNNNNA PDAYDD VGKKRR LAFLDLLIDASK-EGTVLS NEDIREEVDTFMFEGH 
CYP4 C39 FGYAKLHDEYLRVLHHPFSNS ATENRRREYQLERLNAR ENIDD- ——-DY IGRRRRLAFLDLLLNYSE- TQMPLS NEDIRE EVDTFMFEGH 
: "ek ki, R, Del 0. ii DoEDIIO— DWHelek kii ok eok 素来 水 水 来 过 sodes 
region 
I Helix K 
CYPACEI DTTSAAT TATIFMIGHHPE VQERTHEELDDVFGGS-ERET TMDD LHYLTY LERVIKESLRLFPSVPMMTRRLQ TDLOLNSSQHMV PSTAN 
CYPACI DTTSAGI CWALFLLGSHPE IGDEV Y EELDHI FQGS-DRSTTMRD LADMKY LERVIK ESLRLEPSVPF IGRVLK EDTKTG —DYLV PAGCM 
CYP4AC3 DTTSAAISWILPLLGCHPE YQERV V EELDSIEGDDKET PATMEN LMDMRY LECCIK DSLRLEPSVPMMARMVGEDVNIG——GKIYPAGTQ 
CYP4 C39 DTTAAALNWSVYLLGCHPE IQAKVHEELDALFGDS-DRPVTMADLREMKY TENCIK EALRLEPSVPF LARELREEAVIN—-NYRIPVGTT 
aaki k, 100 11:11 DE dek k cl ebek ko., i k k L ROR Eki piikokseek; 1 CE olo o lonn : 来 
Heme binding region 
CYPACRI VIVPSYWLHRNPKHFPBPDLENPDRF LPDEVPRRHPF AYTPFS GGPRNC IGQKF A MMEMKT VLATVMRKY RMES I TKMEA TKLIPAVTLR 
CYPACI MNLQIYHVHRNQDQ YPNPEA FNPDNF LPERVAKRHPY AYVPPS AGPRNC IGQKFA TLEERTVLSSILRNFREVRS IEKREDLTLMNELILR 
CYP4C3 A TIMTYALHRNPRV FPKPEQFNPDNE LPENCAGRHPF AYIPFS AGPRNC IGQKFA ILEERA VISTVLRKYKTEA VDRRED LTLLGELTLR 
CYPAC39 VMVITYRLHRDPEQFPNPETFDPDRF LPENVAKRHPY S YYPFS AGPRNC IGQKFA TMEERT VLSSIMRRFRVES TTRREE LRLELGELTLR 
d cooks :1 六 r.c opk 
CYPACEI PQRPFKTKYSPRTK———— 
CYPACI PESGIRVELIPRLPADAC 
CYPAC3 PRDGLRVKITPRD-——-- 
CYP4 C39 PENGNTYKLIPRTPEY-—— 


$, : k 


图 3 CYP4CEI1 与 CYP4 家 族 的 其 他 3 个 PASO 的 氨基 酸 序列 比 对 
Fig. 3 Alignment of CYP4CE1 and the other three P450s from CYP4 family 





各 序列 中 螺旋 L RIEK, MARKERA CYP 成 员 特 有 序列 等 保守 区 均 以 单线 标示 并 作 了 相应 的 标注 ; 各 序列 中 相同 的 氨基 酸 用 星 号 
标示 而 保守 的 氨基 酸 用 单 点 或 双 点 ( 较 保 守 ) 标示 。Conservative regions associated with the helix I, helix K, heme-binding decapeptide and the 


CYP4 specific region are covered by lines and marked with corresponding words; identical amino acids are indicated by asterisks and conservative 


substitutions by single dots or double dots (more conservative). 


264 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 53 3 


TNI MH63 


CYP4CEI 


B-actin 





B 

Es 25 

E 2.0 

AES 

s oko 

KRE 05 

iu 00 

gie 0 12 24 48 72 


IT IR] Time (h) 


图 4 Northern 印迹 杂交 检测 CYP4CEI WAEI €: 
ARRA TNI 和 MH63 秧苗 后 随时 间 的 相对 表达 量 
Fig. 4 Temporal expression level of CYP4CE] in 
Nilaparvata lugens nymphs exposed to TN1 and MH63 
seedlings by Northern blot analysis 
A; 一 次 代表 性 的 Northern 印迹 杂交 结果 Example of result obtained 
from one representative Northern blot experiment. 以 B-actin 的 表达 量 作 
AS "B-actin 和 CYP4CE1” 代 表 杂 交 中 所 用 的 探 针 种 类 。 用 于 
处 理 各 样品 的 时 间 段 (单位 : h) 标 于 相应 泳 道上 方 。TN1 代表 取 食 
TNI fk Bi By d; MH63 代表 取 食 MH63 Pk BP BUE Hi. The 
expression level of B-actin acts as inner reference; B-actin and CYP4CEI 
represent probes used in each hybridization experiment. The time course 
(h) used in treatment of each nymph sample is labeled in each lane on 
the gel. TN1 indicates the nymphs fed on TN1 seedlings, while MH63 
indicates the nymphs exposed to MH63 seedlings. B; Northern 印迹 杂 
交 检 测 取 食 MH63 TRE dS soe d RP CYPACEI 基因 的 诱导 表 
达 水 平 随 时 间 的 变化 Time-course of CYP4CEI mRNA induction in N. 
lugens nymphs exposed to MH63 seedlings measured by Northern blot 
hybridization. 图 中 每 个 点 代表 在 3 次 Northen 杂交 中 取 食 MH63 fh 
BRUT XU URB CYPACEI 与 相应 时 间 段 取 食 TN TRES BUTS XL 
若虫 的 CYP4CE1 表达 量 比 值 的 平均 值 ( 上 标准 差 )。Each point 
represents the mean + SD of 3 determinations of CYP4CEI expression 
level in N. lugens nymphs subjected to MH63 seedlings relative to that in 


nymphs ingested TN1 seedlings at the indicated time course. 
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图 5 通过 Northem 杂交 检测 CYPACEI 在 取 食 TNI 和 
MH63 fii 24 h 后 的 神 飞 乱 春 虫 的 各 组 织 中 的 表达 量 
Fig. 5 Detection of CYP4CE7 expression in the indicated 
tissues of Nilaparvata lugens nymphs fed on TN1 and 
MH63 for 24 h with Northern blot hybridization 
A; 一 次 代表 性 的 Northern 印迹 杂交 结果 Example of result obtained from 
one representative Northern blot experiment. -actin 的 表达 量 作 为 内 参 ; 图 
rH "B-actin and CYP4CE1” 代 表 试 验 中 所 使 用 的 探 针 。The expression 
level of B-actin acts as inner reference; B-actin and CYPACEL indicate the 
labeled probes used in the experiment. G, FB, C: 分 别 代表 肠 道 组 织 、 脂 
肪 体 及 体 壁 组 织 The gut tissue, fat body and integument, respectively. TNI 
代表 取 食 TNI BRI HU; m; MH63 代表 取 食 MH63 ÉIER, TNI 
indicates the nymphs fed on TN1 seedlings, while MH63 indicates the nymphs 
exposed to MH63 seedlings. B: Northern 印迹 杂交 检测 取 食 MH63 秧苗 后 褐 
飞 乱 若虫 体内 各 组 织 中 CYPACEI 的 诱导 表达 水 平 Spatial induction of 
CYP4CEI in N. lugens nymphs exposed to MH63 seedlings measured by 
Northern blot hybridization， 图 中 每 个 点 代表 在 3 次 Northen 杂交 中 ， 取 食 
MH63 秧苗 的 宰 飞 垣 若虫 各 组 织 中 的 CYPACEI 与 取 食 TNI BRUM, CR 
奇 虫 相应 组 织 中 的 CYPACEI. 表达 量 比值 的 平均 值 ( + 标准 差 )。Each 


point represents the mean + SD of 3 determinations of CYP4CE1 expression level 





in each tissue of N. lugens nymphs subjected to MH63 seedlings relative to that 
in the corresponding tissue of nymphs ingested TN1 seedlings. 
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图 6 Pst 工 完 全 线性 化 质粒 DNACA) 以 及 体外 转录 RNA 探 针 (B) BJXSE PROERBE E YEM 
Fig. 6 Detection of linearization of recombinant plasmids ( A ) and transcription of RNA probes( B) by electrophoresis 
1, 3: 未 线性 化 的 重组 质粒 DNA. Unlinearized plasmids; 2, 4: 线性 化 的 质粒 DNA Linearized plasmids; 1, 2: cDNA 正 向 插入 的 重组 质粒 The recombinant 
plasmid DNA containing the forward inserts; 3, 4: cDNA 反 辕 搬入 的 重组 质粒 The recombinant plasmid DNA containing the reverse inserts. OC; 开 环 质粒 DNA 
Open circle plasmid DNA; SC; 超 螺旋 质粒 DNA Supereoiled plasmid DNA; L: 线性 化 的 质粒 DNA Linearized plasmid DNA. 5; 正义 链 RNA 探 针 The sense 
RNA probe; 6; 反 义 链 RNA 探 针 The anti-sense RNA probe. 每 个 泳 道中 泳 动 较 慢 的 审 是 线性 化 的 质粒 DNA， 泳 动 较 快 的 带 是 合成 的 RNA 探 针 。In each 


lane, the DNA band moving slower represents the linearized plasmid DNA, and the faster one represents the newly synthesized RNA probe. 
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有 两 条 带 ， 泳 动 较 快 的 带 对 应 于 超 螺 旋 质 粒 DNA 
(supercoiled DNA, SC), ， 泳 动 较 慢 的 带 对 应 于 开 
环 质粒 DNA (open circle DNA, OC); 而 两 种 线性 
化 的 质粒 DNA 在 凝 胶 中 均 呈 现 一 条 线性 单 市 
(linearized DNA，L) 。 这 表明 重组 质粒 线性 化 比较 
完全 ， 达 到 了 作 转 录 模 板 的 要 求 。 随 后 进行 体外 转 
录 ， 用 乙醇 沉 泻 合成 的 RNA 探 针 ， 溶 于 适当 体积 
的 RNase-free H,O 并 进行 电泳 检测 (图 6: B)。 结 
RER, FREI RNA 带 型 单一 、 清 晰 ， 表 明 转 录 
成 功 ， 合 成 的 探 针 RNA 分 子 完整 日 没有 发 生 降解 。 
2.5.2 CYP4CE1 基因 的 转录 本 在 肠 道 组 织 的 原 位 
杂交 定位 : 通过 整体 原 位 杂交 技术 检测 了 
CYP4CE1 在 取 食 TNI 和 MH63 PH EHI KAE 
虫 肠 道 组 织 的 表达 部 位 。 结 果 显 示 ， 每 组 样品 中 的 
5 个 肠 道 组 织 的 染色 结果 一 样 ， 特 别 是 染色 信号 的 
深浅 和 分 布 完 全 一 致 。 代 表 性 杂交 结 采 见 图 7。 用 
正义 链 RNA 探 针 与 取 食 两 种 水 稳 的 褐飞虱 的 肠 道 
组 织 森 交 后 ， 均 检测 不 到 杂交 信号 (图 7: A, C). 
用 反 义 链 RNA 探 针 与 取 食 TNI 秧苗 的 褐飞虱 耕 虫 
肠 道 组 织 杂 交 后 ， 可 以 检测 到 较 弱 的 杂交 信号 ， 分 
布 于 前 肠 、 中 肠 、 后 肠 及 马 氏 管 ， 表 明 该 基因 在 整 
个 肠 道 组 织 存在 本 底 水 平 的 表达 (图 7: B); HE 
义 链 RNA 探 针 与 取 食 MH63 PLH WIA KRA R 
道 组 织 杂 交 后 ， 可 以 检测 到 较 强 的 杂交 信号 ， 同 样 
分 布 于 前 肠 、 中 上 肠 、 后 肠 及 马 氏 管 ， 这 表明 
CYP4CE1 受 抗 性 水 稳 的 诱导 ， 在 肠 道 组 织 各 区 上 段 
表达 水 平 明显 升 高 (图 7: D). 


3 讨论 


本 研究 中 所 使 用 的 水 稻 TNT 是 一 种 籼稻 品种 
( Huang et al., 1972) ， 田 间 表 现 完 全 感 虫 ， 稼 被 选 
作 饲 养 福 发 乱 等 水 稻 害 虫 的 材料 或 试验 对 照 。 水 稻 
MH63 在 第 2 号 染色 体 上 有 1 个 弱小 的 抗 性 位 点 
(Ren et al., 2004), 与 相同 条 件 下 相同 生长 期 的 
TN1 秧苗 或 植株 相 比 ，MH63 由 于 这 个 弱小 的 抗 性 
位 点 的 存在 ， 不 会 因 神 飞 乱 的 取 食 而 快速 衰老 或 死 
ÈC, BÆ KARRE, MH63 需要 经 历 大 幅度 的 
分 子 反 应 和 生理 变化 才能 补偿 褐 飞 乱 取 食 造成 的 伤 
害 ， 并 对 福 飞 乱 的 后 续 取 食 产生 耐 受 性 和 一 定 的 抗 
性 (Zhang et al., 2004; Yuan et al., 2005 ) 。 男 一 方 
Hi, 9S KARAHA MH63 后 ， 体 内 也 发 生 
了 分 子 水 平 的 广泛 变化 ,包括 一 些 解毒 酶 (如 合 胶 
PRRI RRASA CYP6 家 族 的 P450 单 加 


氧 酶 等 ) 基因 受 诱导 ( Yang et al., 2005, 2006), ， 从 
而 增强 了 褐 飞 翅 的 适应 能 力 ， 使 得 神 飞 乱 可 以 在 
MH63 水 稻 上 持续 取 食 。 福 飞 息 与 MH63 B E EIE 
反映 了 昆虫 与 宿主 植物 在 进化 中 基于 化 学 物质 进行 
“军备 竞赛 ”， 进 而 形成 的 相互 斗争 相互 适应 的 
“战争 ”格局 (Després et al., 2007), 15S & mU By 
P450 是 这 场 战争 的 重要 参与 者 之 一 。 本 研究 中 比 
较 了 取 食 TNI 5 MH63 $ Bj3S Com x d 
CYPACEI 的 表达 量 ， 结 果 显 示 取 食 MH63 Bh, 
H 12 h 起 的 各 时 间 段 内 ，CYP4CEI1 有 2.1 倍 的 过 
量 表达 (图 4)。 这 表明 CYPACEID $ pi tE k M 
MH63 的 诱导 ， 且 由 于 宰 飞 虱 的 持续 取 食 ， 使 得 
CYPACEI 始终 维持 高 表达 水 平 。 

昆虫 的 肠 道 组 织 担负 着 消化 食物 和 吸收 膏 养 的 
重要 功能 ， 同 时 该 组 织 也 是 病源 微生物 、 杀 虫 剂 及 
植物 化 合 物 的 重要 靶 标 。 植 食性 昆虫 取 食 后 ， 食 物 
进入 体内 首先 接触 到 的 组 织 就 是 肠 道 ， 除 了 其 中 的 
营养 成 份 被 吸收 外 ， 其 他 的 化 合 物 包括 有 毒 次 生化 
合 物 也 会 直接 在 肠 道 被 降解 ， 从 而 避免 这 些 化 合 物 
的 扩散 对 号 体 其 他 组 织 器 官 造 成 伤害 
(Wigglesworth ，1972 ) 。 本 人 研究 利用 Northern 杂交 
分 析 显 示 , CYP4CE1 在 取 食 MH63 水 稻 的 褐 飞 乱 肠 
道 组 织 的 表达 量 大 幅 上 升 (图 5); 进一步 通过 整体 
原 位 杂交 技术 对 CYPACEI 在 神 飞 乱 肠 道 组 织 的 表 
达 部 位 及 强度 进行 了 检测 。 结 果 表 明 ， 该 基因 在 整 
个 肠 道 组 织 包括 马 氏 管 都 有 表达 ， 并 且 取 食 抗 性 水 
M MH63 后 表达 水 平 明显 增强 (图 7)。 据 此 推测 
CYP4CE1 代谢 来 自 MH63 水 稳 的 某 种 化 合 物 的 主 
要 场所 是 肠 道 组 织 。 此 外 , 褐飞虱 取 食 MH63 秧苗 
后 ，CYP4CE1 在 脂肪 体 和 体 壁 的 表达 水 平 略 有 上 
升 ， 可 能 是 有 少量 的 化 合 物 扩散 至 这 两 类 组 织 中 的 
缘故 (图 5)。 

昆虫 体内 的 脂肪 体 是 能 量 代 谢 及 能 量 物 质 转换 
的 关键 场所 ， 高 海江 糖 激素 可 调控 脂肪 酸 氧 化 以 获 
得 能 量 ， 进 一 步 用 于 脂肪 体 中 的 糖 原 转化 成 海藻 糖 
的 生化 过 程 ， 海 灌 糖 是 昆虫 体内 常见 的 物质 转化 的 
中 间 体 二 糖分 子 。 热 带 螃 螂 的 CYPACI 受 高 海棠 糖 
激素 的 诱导 ， 因 而 CYP4C1 可 能 参与 脂肪 酸 的 氧化 
过 程 (Bradfield et al.，1991 ) 。 本 研究 结果 显示 ， 
CYPACE1 在 取 食 TNI 水 稻 秧 苗 的 宰 飞 乱 的 脂肪 体 
表达 量 最 高 ， 而 后 在 取 食 MH63 的 褐飞虱 的 脂肪 体 
依然 保持 高 表达 水 平 且 略 有 上 升 ( 图 $)。 又 由 于 
CYPACEI 与 CYPACI 的 氨基 酸 序 列 存 在 较 高 的 同 
源 性 ， 推 测 CYP4CE1 除了 参与 水 称 次 生物 质 的 代 
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图 7 CYP4CEI 的 转录 本 在 褐飞虱 若虫 肠 道 组 织 中 的 原 位 杂交 定位 
Fig. 7 Localization of CYP4CE] transcripts in gut tissue of Nilaparvata lugens nymph by whole mount in situ hybridization 

A: 用 地 高 辛 标记 的 正义 链 RNA 探 针 与 取 食 TN1 Bol OE TRU UN ZR Zt A5. Hybridization of a dissected gut of N. lugens nymph fed 
on TN1 seedlings by using sense RNA probe labeled with Digoxin; B: 用 地 高 辛 标记 的 反 义 链 RNA 探 针 与 取 食 TNI 秧苗 的 褐 飞 乱 若虫 肠 道 组 织 
杂交 的 结果 Hybridization of a gut of N. lugens nymph fed on TNI seedlings by using ant-sense RNA probe labeled with Digoxin; C; 用 地 高 辛 标记 的 
正义 链 RNA 探 针 与 取 食 MH63 秧苗 的 褐 飞 乔 若虫 肠 道 组 织 杂 交 的 结果 Hybridization of a dissected gut of N. lugens nymph fed on MH63 seedlings 
by using sense RNA probe labeled with Digoxin; D; 用 地 高 辛 标记 的 反 义 链 RNA 探 针 与 取 食 MH63 秧苗 的 褐 飞 乔 若 虫 肠 道 组 织 杂 交 的 结果 
Hybridization of a gut of N. lugens nymph subjected to MH63 seedlings by using ant-sense RNA probe labeled with Digoxin. Ag: 肠 道 前 端 Anterior end 
of gut; P: 肠 道 末端 Posterior end of gut; MT; 马 氏 管 Malpighian tubules. [f| & Bar 2100 jum. 


谢 之 外 ， 很 可 能 在 褐飞虱 正常 的 生长 发 育 过 程 中 参 
与 脂肪 体 中 的 脂肪 酸 氧 化 。 男 有 一 些 研究 表明 ， 昆 
虫 的 一 些 CYP4 家 族 的 P450 基因 的 表达 受 其 他 激 
RIZ WAKAR Spodoptera littoralis 的 P450 基 


因 CYP4L8 和 CYP4MI2 以 及 黑 腹 果 晶 D. 
melanogaster 的 P450 基因 CYP4ACI, CYP4AC3, 
CYP4ADI 及 CYP4D1 B 263515] 5e 8| i. Sz ACER ER IR 
烈 抑 制 (Davies et al., 2006) , "Em CYPA4CI 表达 
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受 保 幼 激 素 的 抑制 (Lu et al., 1999) 。 我 们 将 在 近 
期 利用 诡 加 不 同 激 素 的 人 工 饲料 饲 咀 和 宰 飞 乱 奋 虫 ， 
进一步 研究 CYPACEI 受 不 同 激素 调控 的 表达 谱 。 

此 前 我 们 还 证 实 了 福 飞 乱 CYP6 家 族 的 两 个 
P450 基因 CYPGAXI 和 CYP6AYI 受 水 称 抗 性 诱导 
( Yang et al., 2007) 。 这 些 研 究 结 有 果 表 明 褐 飞 融 体 
内 至 少 有 CYP4、6 家 族 的 多 个 基因 参与 褐飞虱 与 
抗 性 水 稳 的 互 作 过 程 ， 揭 示 了 褐 飞 乱 体 内 PASO 基 
因 种 类 的 多 样 性 及 功能 的 复杂 性 ; 从 一 个 侧面 反映 
了 抗 性 水 稳产 生 的 次 生物 质 的 数量 、 种 类 及 毒性 强 
弱 一 定 程度 上 决定 了 该 水 稻 品 种 的 抗 性 ， 这 在 抗 性 
育种 中 是 一 个 值得 考虑 的 问题 。 
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